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Мета дослідження: розробка та валідація методики кількісного визначення агомелатину в сечі в при-
сутності його метаболітів за допомогою ГХ-МС. 
Методи: Для виділення агомелатину із проб сечі проводили екстракцію хлороформом, після осадження 
сечових кислот кальцію хлоридом. Ідентифікацію та кількісне визначення виділеного агомелатину про-
водили за допомогою хроматографа Agilent 6890 N із мас-спектрометричним детектором 5978 BMSD 
(Agilent technologies, USA). Розділення компонентів відбувалось на колонці Restek Rtx-5 (USA) із 5 % 
фенілсилоксану у метилсилоксані (30м×0,25мм;0,25мкм). Газ-носій – гелій. Мас-детекцію виконували 
при електронній іонізації 70 eV і вольтажі 400 В. Сканування виконувалось в режимі Scan в межах 50-
550 а.о.м. 
Результати: Розроблена методика визначення агомелатину була валідована в лінійному діапазоні кон-
центрацій агомелатину 40-6000 нг/мл з коефіцієнтом кореляції 0,99975. Метод є правильним та відтво-
рюваним за всіма параметрами згідно вимог OECD/WHO з належної лабораторної практики та реко-
мендацій FDA, EMA і МОЗ України. 
Висновки: Запропонованим методом можна виявити 15 нг та кількісно визначити 40 нг агомелатину в 
1 мл сечі. Сумарний вміст виявлених метаболітів відносно концентрації агомелатину становив близько 
35,0 %. Розроблений метод характеризується простотою виконання, точністю та відтворюваністю і 
може бути застосований при хіміко-токсикологічних дослідженнях агомелатину 
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1. Вступ 
Агомелатин – сучасний антидепресант із фар-
макотерапевтичної групи психоаналептики (інші ан-
тидепресанти, АТС-код N06AX22) [1]. За хімічною 
будовою це N-[2-(7-метоксинафтален-1-іл)етил]аце- 











Рис. 1. Структурна формула агомелатину 
 
У фармакологічному відношенні агомелатин 
проявляє антипсихотичний, антидепресивний та 
анксіолітичний ефекти, що дозволяє призначати його 
для фармакотерапії депресивних та біполярних 
розладів [2]. 
Агомелатин стимулює рецептори мелатоніну 
(МТ1 та МТ2) та блокує серотонінові 5-НТ2С-
рецептори. Препарат не проявляє спорідненості до 
адренергічних, гістамінергічних, холінергічних, до-
фамінергічних та бензодіазепінових рецепторів [3]. 
Для лікування великого депресивного розладу 
у дорослих агомелатин призначають в дозі 25–50 мг 
на добу [4]. 
Після перорального прийому агомелатин 
швидко всмоктується в шлунково-кишковому тракті 
(до 80 %), до 95 % введеної кількості цього препара-
ту зв’язується з білками крові. З організму агомела-
тин виводиться переважно з сечею (до 80 %) та у ви-
гляді метаболітів. Період піввиведення агомелатину 
становить 1–2 год. [5, 6].  
Метаболізм агомелатину відбувається за участю 
цитохрому Р450 1А2 (90 %) та СУР2С9/19 (10 %). Ос-
новні шляхи метаболізму агомелатину – це 3-гідро- 
ксилювання, 7-деметилювання та окислення [7, 8].  
Крім безперечного терапевтичного ефекту при 
прийомі великої дози агомелатину спостерігаються 
побічні та токсичні ефекти [9], які іноді стають при-
чиною смертельних отруєнь, особливо серед осіб 
похилого віку [10] та осіб з порушеною функцією 
печінки та серцево-судинними захворюваннями [11], 
за рахунок кардіо- та гепатотоксичної дії цього пре-
парату [12]. 
 
2. Постановка проблеми у загальному ви-
гляді, актуальність теми та її зв'язок із важливи-
ми науковими чи практичними питаннями 
При передозуванні агомелатину спостеріга-
ються токсичні прояви, в ряді випадків – летальні. 
Токсичність агомелатину посилюється при одночас-
ному прийомі з трициклічними антидепресантами та 
селективними інгібіторами зворотного захоплення 
серотоніну [13]. Актуальність даного дослідження 
полягала в розробці простої, точної та чутливої мето-
дики визначення агомелатину в присутності мета-
болітів у сечі.  
 




3. Аналіз останніх досліджень і публікацій, в 
яких започатковано розв'язання даної проблеми і 
на які спирається автор 
Більшість публікацій присвячені розробці ме-
тодик визначення рівня концентрації агомелатину в 
крові та плазмі. В основному опрацьовані умови ви-
значення агомелатину методами високоефективної 
рідинної хроматографії (ВЕРХ) та ультраефективної 
рідинної хроматографії (УЕРХ). Детекцію агомела-
тину в досліджуваних пробах проводять УФ-спектро- 
фотометрично та мас-спектрометрично. 
Ці методики характеризуються різною лінійні-
стю та межею визначення в біологічному субстраті. 
За методикою ВЕРХ із УФ-детектуванням лінійність 
на градуювальній кривій спостерігалась в межах 
концентрацій агомелатину 62,5–4000 нг/мл, межа 
виявлення агомелатину в плазмі щурів 0,33 нг/мл, 
межа кількісного визначення – 1 нг/мл [14]. Метод 
ВЕРХ-МС валідований в лінійному діапазоні концент-
рацій агомелатину в плазмі людини 0,05–8000 нг/мл 
[15]. Методом УЕРХ-МС можна виявляти та кількісно 
визначати в плазмі людини відповідно 15 та 50 нг/мл 
агомелатину, при цьому результати кількісного визна-
чення були лінійними в діапазоні концентрацій агоме-
латину 50–800 нг/мл [16].  
Ідентифікація метаболітів агомелатину в плаз-
мі крові людини проводилась методом ВЕРХ-МС. 
Градуювальні криві для агомелатину, 7-деметил- 
агомелатину та 3-гідроксиагомелатину в плазмі крові 
людини були лінійними в діапазоні концентрацій 
0,0457–100 нг/мл, 0,1372–300 нг/мл та 0,4572–1000 
нг/мл відповідно [17]. 
Ізолювання агомелатину та його метаболітів із 
плазми та крові проводиться із використанням рідин-
ної екстракції за допомогою етилацетату та ацетоніт-
рилу [15] та методом екстракції твердою фазою 
(ТФЕ) [16–18]. 
Основними недоліками описаних вище дослі-
джень є багатостадійність етапів підготовки проб до 
аналізу та недостатня специфічність. Відсутні публі-
кації щодо виявлення та визначення агомелатину в 
сечі методом ГХ-МС в присутності метаболітів. 
 
4. Виділення невирішених раніше частин 
загальної проблеми, якій присвячена стаття 
Рядом авторів описано методики визначення 
агомелатину методом ВЕРХ-МС переважно в плаз-
мі. Проте для токсикологічної та патоморфологічної 
діагностики при гострих отруєннях для ідентифіка-
ції та кількісного визначення токсиканту доцільно 
використовувати сечу [19]. Використання з цією 
метою методу ГХ-МС дозволяє досягнути високої 
селективності та чутливості, а також можливості 
кількісного визначення сполук, присутніх у малих 
кількостях в біологічній матриці. Застосування мас-
спектро-метричного детектора дозволяє виявляти 
визначувані компоненти у багатокомпонентній мат-
риці із вищою ймовірністю, оскільки за мас-
спектром можна зробити висновок про молекулярну 
масу сполуки, її склад та структуру, а отже метод 
можна використовувати для визначення метаболітів 
агомелатину. 
 
5. Формулювання цілей (завдання) статті 
Підсумовуючи описані вище факти, основна 
ціль дослідження полягала в розробці та валідації 
методики ГХ-МС кількісного визначення агомелати-
ну в сечі в присутності його метаболітів. 
 
6. Виклад основного матеріалу дослідження 
(методів та об'єктів) з обґрунтуванням отриманих 
результатів 
Експериментальна частина кількісного визна-
чення агомелатину у сечі методом ГХ-МС, ідентифі-
кація метаболітів агомелатину за мас-спектрами. 
Реактиви:  
Стандартний зразок агомелатину (Sigma-
Aldrich) (вміст агомелатину ≥98 %).  
Розчинники, реактиви: метанол (HPLC grade, 
«Merck», Німеччина), хлороформ (HPLC grade, 
«Merck», Німеччина), кальцію хлорид (for analysis, 
≥98,5 %, «Merck», Німеччина), амонію гідроксид  
(25 % розчин, «Merck», Німеччина), амонію сульфат 
(for analysis Emsure, Merck, Німеччина). Для виготов-
лення розчинів реагентів використовували бідисти-
льовану воду (Millipore, Austria). 
Біологічна матриця – сеча щурів та сеча щурів, 
яким вводили парентерально агомелатин. 
Інструментальний аналіз. Розробку умов іден-
тифікації та кількісного визначення агомелатину 
проводили на хроматографі Agilent 6890 N із мас-
спектрометричним детектором 5978 BMSD (Agilent 
technologies, USA). Колонка капілярна Restek Rtx-5 
(USA) із 5 % фенілсилоксану у метилсилоксані  
(30 м×0,25 мм; 0,25 мкм). Газ-носій – гелій. Швид-
кість потоку газу-носія – 1,0 мл/хв. Початкова темпе-
ратура колонки 50 ºС ‒ 0,5 хв. Потім температуру 
підвищували зі швидкістю до 20 °С/хв до досягнення 
280 °С/хв. Ізотермічний режим при 280 °С витриму-
вали впродовж 15 хв. Проби вводили в автоматично-
му режимі. Об`єм введеної проби – 1 мкл.  
Мас-детекцію виконували при електронній іоні-
зації 70 eV і вольтажі 400 В. Сканування виконувалось 
в режимі Scan в межах 40–550 m/z. Управління даними 
виконували за допомогою програмного забезпечення 
Agilent ChemStation (версія Е.01.01.335). Обробку да-
них, отриманих після мас-спектрометричного аналізу, 
здійснювали з використанням бібліотек мас-спектрів 
(Nist 05, Wiley 7-th edition). 
Для дослідження виготовляли основні стандарт-
ні розчини агомелатину в метанолі із концентраціями 
20,0 мкг/мл (розчин А) та 100,0 мкг/мл (розчин Б). Для 
цього відповідну точну кількість чистого аналіту ро-
зчиняли в метанолі (HPLC grade). Для приготування 
робочих стандартних розчинів агомелатину в мета-
нолі із концентраціями 40 нг/мл та 100 нг/мл за до-
помогою градуювальної піпетки відміряли відповідно 
10,0 мкл та 25,0 мкл основного стандартного розчину 
агомелатину із концентрацію 20,0 мкг/мл в колби на 
5,0 мл і доводили метанолом до позначки. Для приго-
тування робочих стандартних розчинів агомелатину в 
метанолі із концентраціями 500 нг/мл, 1000 нг/мл, 
3000 нг/мл та 6000 нг/мл відміряли по 25,0 50,0, 150,0 
та 300,0 мкл стандартного розчину агомелатину із 
концентрацією 100,0 мкг/мл в колби на 5,0 мл і дово- 
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дили метанолом до мітки. Одержані розчини зберіга-
ли при температурі від +2 °С до +8 °С. Стабільність 
стандартного та робочих стандартних розчинів була 
верифікована в процесі валідації методики.  
Для проведення експериментальних дослі-
джень використовували групу із двадцяти лаборато-
рних щурів масою 230–250 г (10 щурів – досліджува-
на група і 10 щурів – контрольна група). Тварини в 
процесі дослідження отримували їжу і мали вільний 
доступ до води.  
Протягом трьох днів збирали добову сечу щу-
рів контрольної групи. Цю сечу обʼєднували і збері-
гали при +4 °С. 
Досліджувана група щурів отримувала агоме-
латин із розрахунку 100 мкг/г (за три прийоми). Для 
цього готували водний розчин шляхом розчинення  
1 таблетки агомелатину (25 мг) в 10 мл дистильованої 
води. Відповідний обʼєм цього розчину вводили твари-
нам перорально через зонд у три прийоми. Інтервал між 
повторними введеннями препарату – 4 год. Вибір дози 
для моделювання гострого отруєння обумовлений да-
ними літератури [20]. Сечу збирали протягом першої 
доби після введення препарату. Обʼєм добової сечі ста-
новив в середньому 12–16 мл. Протягом всього дослі-
дження сечу зберігали при +4 °С. 
Із кожної порції добової сечі щурів, які отри-
мували агомелатин, відбирали по 5,0 мл біологічної 
рідини. В проби вносили по 1,0 мл 20 % розчину ка-
льцію хлориду, і через 10 хв центрифугували (15 хв 
при 10000 об/хв). У центрифугати вносили 25 % роз-
чин аміаку до рН 8. Значення рН контролювали по-
тенціометрично за допомогою рН-метра моделі PH-
200 (HM Digital, USA) з функцією автоматичної тер-
мокомпенсації. 
Екстракцію агомелатину та його метаболітів 
проводили хлороформом. Об’єм хлороформу, взя-
тий для одноразової екстракції, був вдвічі більшим 
за обʼєм сечі, доведеної до рН 8,0. Тривалість екст-
ракції – 20 хв.  
Хлороформні розчини кількісно відокремлю-
вали, випаровували досуха в потоці повітря і розчи-
няли в 5,0 мл метанолу. Дані розчини застосовували 
для ідентифікації та кількісного визначення агомела-
тину методом ГХ-МС. 
Для ідентифікації та кількісного визначення 
агомелатину методом ГХ-МС використовували по 1,0 
мл метанольних розчинів сухих залишків.  
Ідентифікували агомелатин у пробах за часом 
утримування та мас-спектром, які порівнювали зі 
стандартним розчином агомелатину. Після запису 
хроматограм визначали площі піків агомелатину.  
Вміст досліджуваного препарату в пробах сечі 
визначали за допомогою рівняння прямої регресії. 
З метою проведення валідації методики кі-
лькісного визначення агомелатину у сечі методом 
ГХ-МС готували модельні суміші. З цією метою в 
мірні колби ємністю 5,0 мл вносили відповідні 
обʼєми робочих стандартних розчинів агомелатину 
в метанолі (розчин А чи розчин Б) з концентрація-
ми 40, 100, 500, 1000, 3000 та 6000 нг/мл і доводи-
ли чистою сечею щурів до позначки. Паралельно 
готували контрольні проби, які містили по 5,0 мл 
сечі.  
Валідацію методики кількісного визначення 
агомелатину у сечі методом ГХ-МС проведено згідно 
вимог OECD/WHO з належної лабораторної практи-
ки [21] та згідно рекомендацій FDA [22], EMA [23] і 
МОЗ України [24, 25] за такими параметрами, як 
специфічність, лінійність, ефект матриці, правиль-
ність і прецизійність, відтворюваність і стабільність.  
Специфічність. Для визначення специфічності 
досліджували 6 контрольних зразків сечі та зразки 
сечі, в які вносили робочі стандартні розчини у кіль-
костях, що відповідають нижній межі кількісного 
визначення агомелатину (40 нг/мл), застосовуючи 
відповідну методологію виконання дослідження. 
Лінійність методу вивчали на модельних сумі-
шах в діапазоні концентрацій агомелатину від 40 до 
6000 нг/мл. Межу виявлення визначали по 5-ти зразках 
модельних проб із співвідношенням сигнал-шум що-
найменше 3:1. Межу кількісного визначення визначали 
як найнижчу концентрацію агомелатину, яка може бути 
точно виміряна, і визначається по 5-ти незалежних від 
цієї кривої зразках модельних сумішей. 
Правильність і прецизійність (на рівні збіжнос-
ті) методики оцінювали по ходу аналізу однієї серії та 
між серіями кожної із трьох проб сечі, в які вносили 
агомелатин у кількостях, які відповідали нижній межі 
кількісного визначення препарату ‒ 40 нг, середній 
концентрації (що відповідає терапевтичному рівню в 
біологічній пробі) – 500 нг та верхньому рівню конце-
нтрації (що відповідає 3000 нг). Проби аналізували в 
три різні дні (зразки зберігали при 4 °С). 
Ефект матриці – пряма або непряма зміна 
(інтерференція) у відгуку приладу через присутність 
інших речовин у зразку. Досліджували 6 зразків сечі, 
у які не вносили робочі стандартні розчини. Після 
підготовки проб у сухі залишки метанольних розчи-
нів біологічних зразків вносили по 200 мкл стандарт-
ного розчину агомелатину з концентрацією 100 
мкг/мл. Проводили запис хроматограм і визначали 
площі піків проб із внесеним стандартним розчином 
препарату та площу піку чистого стандартного роз-
чину. Розраховували значення ефекту матриці шля-
хом відношення площі піку проби із внесеною спо-
лукою після її підготовки до аналізу до площі піку 
стандартного розчину. 
Короткотермінову та довготермінову стабіль-
ність агомелатину в біологічних пробах визначали на 
модельних сумішах із вмістом агомелатину 3000 нг/мл. 
Для цього зразки сечі із внесеним препаратом збері-
гали при –20 °С протягом 30, 60 та 150 днів. Після 
цього проби доводили до кімнатної температури і 
витримували при кімнатній температурі 24 год., після 
чого проби аналізували. Для оцінки стабільності ви-
користовували 10 % критерій деградації. 
Результати та їх обговорення. В наведених 
умовах газохроматографічного аналізу час утриму-
вання агомелатину становить 12,190+0,05 хв та спів-
падає із часом утримування стандартного розчину 
агомелатину. Також співпадають мас-спектри агоме-
латину. При аналізі контрольних зразків сечі на хро-
матограмах були відсутні піки з часом утримування 
агомелатину та його метаболітів. 
Хроматограми контрольної проби сечі та сечі 
щурів, які отримували агомелатин (рис. 2, 3). 





Рис. 2. Хроматограма контрольної проби сечі щура 
 
 
Рис. 3. Хроматограма проби сечі щура, який отримував агомелатин 
 
Мас-спектр агомелатину, виділеного із сечі, 
відповідає мас-спектру стандартного зразку агомела-
тину. Для агомелатину на мас-спектрі характерними 
є сигнали із 184, 173, 128, 243, 153, 169, 114, 142 та 
102 m/z (рис. 4). 
Порівнюючи результати хроматограм, та вра-
ховуючи особливості сигналів заряджених іонів від-
повідних сполук, на отриманих мас-спектрах у сечі 
ідентифіковано у сечі ідентифіковано ряд метаболітів 
агомелатину, які характерні ΙΙ фазі біотрансформації. 
У пробах сечі щурів, які отримували агомела-
тин, виявлено також чотири метаболіти цього препа-
рату, час утримування яких відповідно становить 
12,507+0,004 хв, 12,542+0,004 хв, 12,990+0,05 хв та 
13,135+0,02 хв. При детальному аналізі мас-спектрів 
розшифрована будова цих метаболітів. Серед мета-
болітів виявлено деметилагомелатин, 3-гідроксиаго-
мелатин, ацетильований деметилагомелатин та диа-
цетильований 3-гідроксидеметилагомелатин (рис. 5).  
 
Рис. 4. Мас-спектр агомелатину, ізольованого із сечі щурів 











Рис. 5. Мас-спектри та структурні формули метаболітів агомелатину у сечі: а – деметилагомелатин; 
б – 3-гідроксиагомелатин; в – ацетильований деметилагомелатин; г – диацетильований 3-гідроксидеметилагомелатин 




Для деметилагомелатину типовими є сигнали 
при 207, 71, 184, 85, 171, 128, 169, 147, 113 та 229 m/z 
(tR=12,990+0,005). 
Характерними сигналами для 3-гідроксиа- 
гомелатину є m/z 200, 184, 259, 168, 115, 144, 128, 
239, 223 (tR=13,135+0,002). 
Ацетильованому деметилагомелатину відпові-
дає пік на хроматограмі із часом утримування 
12,507+0,004 хв. Мас-спектру цього метаболіту влас-
тиві сигнали 184, 172, 128, 153, 169, 243, 271, 225 та 
256 m/z. 
Хроматографічний пік із часом утримування 
12,538+0,002 хв. відповідає диацетильованому 3-гід- 
роксидеметилагомелатину. Для цього метаболіту 
характерними є сигнали із 129, 112, 147, 102, 184, 
241, 259, 331, 222 та 169 m/z. 
При визначенні специфічності встановлено, 
що на хроматограмах контрольних проб не випису-
вались піки із часом утримування агомелатину 
(tR=12,190+0,05хв).  
Лінійність. Доведена лінійна залежність між 
співвідношенням концентрацій і площ хроматографі-
чних піків агомелатину в інтервалі від 40 до 6000 
нг/мл (рис. 6).   
Параметри градуювальної кривої для кількісно-
го визначення агомелатину у сечі наведені в табл. 1.  
 




Параметри градуювальної кривої для кількісного визначення агомелатину у сечі 
Діапазон концент-
рацій, нг/мл 






40–6000 y=1,89×106Х-2,06×107 0,99975 15,0 40,0 
 
 
Матричний ефект для 6 проб біологічного 
матеріалу в середньому становить 94,16+2,8. Кое-
фіцієнт варіації матричного ефекту – 2,97 %. Згід-
но Рекомендацій FDA [22] коефіцієнт варіації мат-
ричного ефекту для 6 зразків сечі не повинен пере-
вищувати 5 %. Отримані результати свідчать про 
відсутність значного впливу ендогенних компоне-
нтів сечі на ефективність іонізації агомелатину, і 
відповідно на кінцевий результат його кількісного 
визначення у сечі. 
Результати вивчення правильності та преци-
зійності (на рівні збіжності) визначення агомелатину 




Загалом метод є правильним та відтворюваним 
для повторних аналізів агомелатину за показниками 
внутрішньолабораторної та міжлабораторної преци-
зійності. 
Ступінь відновлення екстракції (n=6) визнача-
ли шляхом розрахунку співвідношення кількості 
агомелатину, що виділяється із біологічної проби, до 
кількості, яку вносять в сухий залишок контрольної 
проби. В проби сечі вносили токсичні кількості аго-
мелатину ‒ 3000 нг/мл. При ГХ-МС визначенні сту-
пінь виділення агомелатину – 93,24+0,46 %. 
Результати визначення стабільності агоме- 








Результати вивчення правильності та прецизійності (на рівні збіжності) визначення агомелатину в сечі у трьох 
серіях біологічної проби 
Вміст агомелатину в 1 мл 
проби, нг 
Визначено агомелатину в 
1 мл проби, нг 






40,0 39,86±0,39 1,39 1,58 –0,35 
500,0 499,76±8,12 0,45 0,57 –0,05 
3000,0 2994,7±71,75 0,28 0,42 –0,18 
 
Таблиця 3 




Виміряна концентрація  
препарату, нг 
RSD, % RE, % 
30 днів при –20 °С 3000 3000,7±12,3 0,12 +0,02 
60 днів при –20 °С 3000 3000,7±12,3 0,12 +0,02 
150 днів при –20 °С 3000 3001,3±20,3 0,15 +0,04 
 
Розчини агомелатину зберігали стабільність 
протягом 150 днів при зберіганні за температури – 
20 °С. 
 
7. Висновки з проведеного дослідження і пе-
рспективи подальшого розвитку даного напрямку 
Запропонована схема аналізу дозволяє визна-
чати як терапевтичні, так і токсичні дози агомелати-
ну, що дає можливість встановити точну концентра-
цію препарату при аналізі сечі з метою встановлення 
факту отруєння. 
Запропонованим методом можна виділяти до 
93,26+0,47 % агомелатину із сечі.  
За допомогою методу ГХ-МС можна виявляти 
та кількісно визначати відповідно 15 нг/мл та 40 
нг/мл агомелатину у сечі. 
За мас-спектрами досліджено будову основних 
метаболітів агомелатину у сечі. Сумарний вміст ви-
явлених метаболітів відносно концентрації агомела-
тину становив близько 35,0 % (18,3 % – диацетилде-
метилагомелатин). 
Оцінюючи валідаційні характеристики мето-
дики кількісного визначення агомелатину в пробах 
сечі методом ГХ-МС, можна зробити висновок, що 
вони повністю відповідають вимогам національних 
та міжнародних регламентуючих документів, а також 
показують низьку варіабельність таких показників, 
як ефект матриці, міжсерійна правильність та збіж-
ність, ступінь вивільнення. Запропонований метод 
характеризується простотою виконання, точністю та 
відтворюваністю і може бути застосований при хімі-
ко-токсикологічних дослідженнях агомелатину. 
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